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ÉCOLOGIE GÉNÉRALE (PÉDOLOGIE). — Mesure et évolution, au cours du temps, 
de l'activité spécifique du carbone et de l'abondance isotopique de l'azote de la biomasse 
microbienne d’un sol incubé en présence de matériel végétal marqué au **C et au "N. 
Note de Jacques Cortez, présentée par Alexis Moyse. 


Les activités spécifiques !*C/Ct et les abondances isotopiques !*N/Nt de la biomasse microbienne d’un sol 
incubé en présence de feuilles de maïs marquées au *C et au !°N ont été déterminées par deux méthodes 
différentes : à savoir la méthode de fumigation au chloroforme et une méthode utilisant les bases nucléiques 
en tant que marqueur biologique de la biomasse. Les résultats montrent que, durant 309 jours d’incubation, 
les activités spécifiques du carbone obtenues par les deux techniques sont très proches. Par contre, les 
abondances isotopiques de l'azote sont environ 3 à 4 fois plus élevées lorsqu'elles sont déterminées par la 
méthode de fumigation. La dessiccation du sol et l'apport au sol de carbone et d’azote non marqué entraînent 
une diminution notable des abondances isotopiques de la biomasse, quelle que soit la technique utilisée. 


GENERAL ECOLOGY (PEDOLOGY). — Measurement and variation with time of specific activity of C 
and atom %, excess !$N of soil microbial biomass incubated with *C and !°N labelled plant material. 


Specific activities of C and atom %, excess SN of soil microbial biomass incubated with **C and ‘SN labelled 
maize leaves were determined by two different methods: fumigation method and nucleic acid bases method. During 
an incubation of 309 days specific activities of C were very close. In contrast, atom %, excess 'SN were 3-4 times 
higher with fumigation method. Soil drying conditions and adding of non labelled carbon and nitrogen show an 
important decrease of biomass atom %, excess ‘°N with both methods. 


INTRODUCTION. — Les différentes méthodes utilisées pour déterminer quantitativement 
la biomasse microbienne d’un sol sont discutées par Jenkinson et Ladd [1], mais celle 
qui donne les meilleurs résultats est incontestablement la méthode de fumigation au 
chloroforme préconisée et mise au point par Jenkinson ([2] à [5]). C’est actuellement la 
technique la plus fiable qui aboutisse à la détermination du carbone, mais de façon plus 
incertaine, à celle de l’azote, du soufre et du phosphore de la biomasse microbienne. 
Cette technique est donc fondamentale mais l’une des tâches des utilisateurs de cette 
méthode fut de démontrer que le carbone et l'azote mesurés correspondaient exclusivement 
et entièrement au carbone et à l’azote de la biomasse microbienne. Jusqu'à présent, 
Anderson et Domsch [6] ont apporté une démonstration convaincante pour le carbone 
de la biomasse mais le problème de l’azote n’a toujours pas été résolu. 

Cortez et coll. [7] ont mis au point une méthode nouvelle d'estimation de l'abondance 
isotopique de l’azote (!*N/Nt—masse azote-15 en milligrammes/masse azote total en 
milligrammes) et de l’activité spécifique du carbone de la biomasse (!*C/Ct= quantité de 
14C en becquerels/masse carbone total en grammes) à partir des bases nucléiques micro- 
biennes. Ils ont pu montrer que, après un marquage des microorganismes du sol durant 
14 jours par des plantes elles-mêmes marquées au !*C et au tN, la comparaison des 
14C/Ct et des !$N/Nt soulève deux points particulièrement intéressants à savoir que : 

(1) les activités spécifiques ‘*C/Ct obtenues par les deux méthodes sont similaires; 

(2) les abondances isotopiques ‘*N/Nt obtenues par les deux méthodes sont par contre 
très différentes. 

Ces résultats suggèrent donc un second type d'expérience. En effet, les comparaisons 
des ‘*C/Ct et des '°N/Nt entre les deux techniques ont été effectuées après seulement 
14 jours d’incubation du sol avec les plantes marquées au !*C et au !°N. Il nous a 
semblé nécessaire de comparer l’évolution de ces rapports au cours d’une incubation plus 
longue durant laquelle l’activité et l'importance du compartiment biomasse microbienne 
ont été modifiés par des phases de dessiccation et d’épuisement du substrat. Les résultats 
obtenus au cours de cette expérience font l’objet de la présente Note. 
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TABLEAU I 
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Évolution de la composition isotopique de la biomasse microbienne du sol en fonction du temps d’incubation 


du sol et des plantes marquées au !#C et !N. Comparaison entre les deux méthodes. 


Variation with time of isotopic composition of soil microbial biomass. Comparison of both methods. 


Activité spécifique 
de la biomasse 


Abondance isotopique 
de la biomasse 


microbienne microbienne 
HC/CtBqr 826) ISN/Nt(%) 
Temps Méthode Méthode Méthode Méthode 
d’incubation de fumigation des bases de des bases 
(jours) ([2] à [5h nucléiques [7] fumigation nucléiques 
Re ie oem e 739 150( +29 750) (°) 815 567( +71 800) (?) 1,60(+0,12)(*  0,36(+0,01)() 
SO. CR De, Au 663 383 ( + 23 876) (°) 734233 ( + 67 000) (*) 1,42(+0,10)(*) 0,47 ( +0,02) (*) 
eE TAT TAE Ce (re), 558 333 ( +17 017) (°) 573 417 ( + 60067) (*) 1,60(+0,15)(* 0,40 ( +0,01) (*) 
177 
234 } Rite a Adjonction de carbone et d'azote non marqués après dessiccation du sol 
RE e aa AEE a 520 000 ( + 15 883) (°) 535083 ( +35 750) (*) 1,28(+0,11)(* 0,28 ( +0,01) (*) 
BOnde, meyeri hes. 472317 ( +13 367) (°) 487 233 ( + 32 300) (*) 1,21(+0,11)(*)  0,25( +0,01) (*) 


(*) Limites de l'intervalle de confiance pour un coefficient de sécurité à 99,9 % (cinq répétitions) et (*) 
trois répétitions. 
(*) Significant differences (P =0.01) from five replications and (*) from three replications. 


MATÉRIEL ET MÉTHODES. — La technique de marquage et de culture des plantes (maïs: Zea mays 
I.N.R.A. 508) est détaillée dans Cortez et coll. [7]. Les graines de maïs, préalablement mises à germer en 
chambre humide, sont repiquées dans des bacs de culture en chambre de marquage. L’éclairement 
(3.10% ergs.cm ?.s ! pendant 16 h), la température (25°C pendant 16 h d’éclairement et 18°C pendant 8h 
d'obscurité), la concentration de l'atmosphère en "CO, (activité spécifique =2 590. 10° Bq.g” ! C) et l'abon- 
dance isotopique de la solution nutritive (10 % '5N apporté sous forme de Ca(NO;),) sont contrôlés en 
permanence et régulés automatiquement. Les plants de maïs ont été récoltés juste avant épiaison. 

Le sol utilisé provient de l'horizon Al d’un sol fersiallitique non lessivé prélevé sous pelouse (argile 28 %; 
limon 43 %; sable 29 %; pH H,O 7,6; C1,5 %; N 0,117 %; CaCO, 2,3 %). Le sol est tamisé à 2 mm, homogé- 
néisé et réhumidifié à 80 % de son humidité équivalente. 

La technique de fumigation consiste à exposer un sol à des vapeurs de chloroforme pour détruire la biomasse 
microbienne puis à le réensemencer à l'aide de quelques grains de sol frais. D’après Jenkinson [2], dans les 
10 jours qui suivent la fumigation, les microorganismes nouvellement apportés et éventuellement les survivants, 
consomment le nouvel apport de substrat que représentent les cadavres des microorganismes tués par la 
fumigation; ceci se traduit par un important dégagement de CO, que l’on mesure. La différence de respiration 
entre les échantillons fumigés (F) et non fumigés (NF) permet de calculer le carbone de la biomasse microbienne. 
Cinq échantillons de sol à fumiger (30 g de sol sec par échantillon) sont disposés dans des boîtes de Pétri et 
placés dans un dessiccateur dans lequel, après avoir effectué le vide, on introduit 100 ml de vapeur de 
chloroforme. Le dessiccateur est mis ensuite à l'obscurité à 28°C pendant 24 h. Ce laps de temps écoulé, les 
vapeurs de chloroforme sont éliminées par l'application de vides successifs. Les échantillons de sol sont 
réhumidifiés à 80 % de leur humidité équivalente, transvasés dans des petits béchers à l'intérieur d’un pot 
hermétique contenant, en outre, un flacon de 25 ml de NaOH 0,5 M pour absorber le CO, dégagé. La même 
opération est effectuée avec les sols non fumigés. On dose, après 10 jours d’incubation à 28°C, d'une part, le 
CO, dégagé par les échantillons fumigés et non fumigés et d’autre part, l'azote minéral (NHŻ et NO; ) extrait 
des échantillons traités et non traités par 1 h d’agitation dans une solution K,SO, 0,5 M. 

L'activité spécifique du C : 

(*#C/Ct) =(!*C—CO,) F — (14C —CO,) NF/(Ct—CO,) F —(Ct—CO;) NF. 


L'abondance isotopique de N : 
CSN/Nt)=(SN—NNEH,) F — (15N —N NH.) NF/(Nt—N NH.) F—(Nt—N NH) NF. 
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TABLEAU II 
Incorporation du carbone et de l'azote d’origine végétale 
dans la biomasse microbienne. 


Percentage of carbon and nitrogen coming from labelled plant material 
incorporated in microbial biomass. 





Temps *C/Ct(%) *N/Nt(% 
d'incubation de la biomasse de la biomasse 
(jours) microbienne microbienne 
OT pie sneis ionas à 29,7 219 
AE SBIT E 26,7 19,1 
SS DF A ri 22,5 21,7 
TA rotin Adjonction de carbone et d'azote non marqués après dessiccation du sol 
A ia eu 20,9 17,2 
roues 19,0 15,8 


*C=C d’origine végétale : exprimé en Bq.g ! C/activité spécifique de la plante. *N=N d’origine végétale : 
exprimé en masse '*N (mg)/abondance isotopique de la plante. Activité spécifique de la 
plante=2417.10* Bq.g”!C. Abondance isotopique de la plante = 7,92 %. 


L'équivalent de 9500 g de sol séché à l'air est mélangé à 97,5 g de feuilles de maïs séchées et broyées 
(C/N =24; C 43,1 %; N 1,8 %; activité spécifique =2417.10* Bq.g” ! C; abondance isotopique —7,92 % !°N) 
puis réparti dans cinq erlenmeyers obturés par un bouchon de coton. Les flacons sont ensuite mis à incuber 
en chambre obscure à 28°C. Périodiquement, l'humidité est contrôlée et réajustée si nécessaire. Les trois 
premiers flacons sont sacrifiés après 15 jours, 50 jours et 134 jours d’incubation pour mesurer ‘*C/Ct et !N/Nt 
dans la biomasse microbienne selon la technique de fumigation et selon la méthode des bases nucléiques [7]. 
Après 177 jours d’incubation, les deux derniers flacons subissent une modification de leur activité spécifique et 
de leur abondance isotopique. Ainsi, chacun des deux sols restants (1900 g de sol sec par flacon) est séché à 
l'air jusqu'à masse constante puis réhumidifié à 80 % de son humidité équivalente par une solution de C/N =25 
contenant 1,1 g de glucose et 0,083 g de SO, (NH,), non marqués. Après 243 jours d’incubation l'un des deux 
sols subit une seconde dilution isotopique selon la même technique. *C/Ct et !N/Nt sont déterminés sur ces 
deux sols, par les deux méthodes de dosage, après 248 jours et 309 jours d’incubation. La méthode d'extraction 
des bases nucléiques est décrite en détail dans [7]. 


RÉSULTATS ET DISCUSSION. — Les résultats rassemblés dans le tableau I montrent que, 
quel que soit le temps d’incubation du sol avec les plantes marquées, l’activité spécifique 
14C/Ct de la biomasse microbienne stimulée par cet apport végétal est très proche lorsque 
l'on compare les deux méthodes. Il faut cependant remarquer que les valeurs obtenues 
avec la méthode d'extraction des bases nucléiques microbiennes sont toujours légèrement 
supérieures à celles obtenues avec la technique de fumigation. En revanche, les abondances 
isotopiques de l'azote (!*N/Nt) se comportent différemment. Elles sont moins régulières 
au cours de l’incubation et il est à noter que les résultats obtenus avec la technique de 
fumigation sont toujours 3 à 4 fois supérieurs que ceux déterminés avec la seconde 
méthode. Ceci, d’une part, confirme les valeurs observées après seulement 14 jours 
d’incubation du sol et des plantes marquées [7] et, d’autre part, montre que quel que soit 
le temps d’incubation les mêmes phénomènes se reproduisent. 

Quelles peuvent donc être les explications probables des différences observées entre les 
14C/Ct et les !5N/Nt? 

Plusieurs hypothèses peuvent être émises : 

(1) la mise en cause de la technique d’extraction des bases nucléiques à partir du sol; 
ceci est très improbable. Les principaux arguments réfutant cette hypothèse sont dévelop- 
pés dans [7]; 
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(2) les vitesses de renouvellement du carbone et de l’azote des bases nucléiques sont 
différentes au sein même de la cellule; c’est l’une des hypothèses que nous sommes en 
train de vérifier. On sait que les bases nucléiques sont à la fois des composants de l'ADN, 
relativement stable, et de différents types d'ARN (messager, transfert, ribosomial) qui, 
ayant des fonctions métaboliques diverses, ont des temps de vie très variables dans la 
cellule. Il est connu, par exemple, que les vitesses de renouvellement de l'ADN et de 
PARN messager sont peu comparables puisque ce dernier a un temps de vie très court 
dans la cellule. Lorsque cet ARN messager est dégradé dans la cellule, on peut imaginer 
que le carbone et l’azote de ses bases nucléiques sont réincorporés de façon différente 
dans le métabolisme cellulaire. Ainsi peut-on penser qu’une fraction du carbone nucléique 
est éliminée sous forme de CO, alors que l’azote provenant de la même base va être 
réincorporé dans les cycles métaboliques. Ceci entraînerait donc un renouvellement du 
carbone et de l’azote qui serait différent dans les bases nucléiques et dans le reste de la 
cellule. 

Par ailleurs, il est remarquable de constater que la dessiccation du sol et l'apport de 
carbone et d'azote non marqués entraînent une diminution importante de !*N/Nt, et ceci 
quelle que soit la technique utilisée, alors que ‘*C/Ct de la biomasse microbienne n’en 
est que très légèrement affecté indiquant ainsi que le renouvellement de l'azote de la 
biomasse microbienne est plus rapide que le renouvellement de son carbone. Le tableau II 
montre que l’adjonction d’un substrat énergétique carboné non marqué au sol fait passer 
14C/Ct de la biomasse microbienne, entre le 134° et le 309° jour d’incubation, de 22,5 à 
19,0 % (soit une diminution de 15,6 °{) tandis que le surcroît d'azote non marqué entraîne 
une variation, dans ce même laps de temps, de 21,7 à 15,8 % (soit une diminution de 
PAPIRA 

CONCLUSION. — En utilisant deux types de méthodes fontamentalement différentes, 
nous avons montré que, au cours d’une incubation de plusieurs mois, les activités 
spécifiques du carbone de la biomasse microbienne du sol évoluent parallèlement alors 
que les abondances isotopiques de l’azote de cette même biomasse varient fortement 
d'une méthode à l’autre. Il apparaît désormais important de préciser la validité de la 
méthode des bases nucléiques à l’aide de souches pures de microorganismes afin de suivre 
le renouvellement du carbone et de l'azote à la fois dans les bases nucléiques et dans la 
bactérie entière. 


Reçue le 27 août 1985, acceptée après révision le 21 octobre 1985. 
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